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Useat ulkoiset tekijät, joille äiti altistuu raskauden aikana, saattavat vaikuttaa sikiön terveyteen ja 
sen kehitykseen. Yksi näistä, tämän tutkimuksen kiinnostuksen kohde, on dimetyylinitrosoamiini 
(NDMA), jolle ihminen altistuu muun muassa tupakansavun ja ruoka-aineiden välityksellä. NDMA  
on luokiteltu myrkylliseksi sekä karsinogeeniseksi aineeksi. Sen on todettu aiheuttavan syöpää 
useissa elimissä eläimillä, lajista riippuen. Ihmisillä sillä on epäilty olevan yhteyttä lapsuusiän 
aivokasvaimiin. 
Tässä tutkimuksessa mallinnettiin istukan läpi kulkevaa verenkiertoa äidin ja sikiön välillä 
istukkaperfuusiomallilla, ex vivo. Perfuusion aikana ylläpidettiin fysiologisia olosuhteita sekä 
seurattiin perfuusiopainetta, istukan glukoosin kulutusta sekä hiilidioksidi- ja happiosapaineita.  
Istukat saatiin synnytyksen jälkeen äidin antamalla luvalla Kuopion yliopistollisesta sairaalasta. 
Tutkimukseen hyväksytyt kuusi istukkaa tulivat terveiltä, tupakoimattomilta äideiltä.  
Tutkimuksessa käytettiin radioaktiivisesti leimattua ³H-NDMA:ta, jonka määritys tutkittavista 
näytteistä tapahtui nestetuikelaskennan avulla. Referenssiaineena käytetyn antipyriinin pitoisuudet 
mitattiin näytteistä HPLC-menetelmällä eli korkean suorituskyvyn nestekromatografialla. 
Työssä tutkittavana oleva aine läpäisi istukan hyvin jokaisessa onnistuneessa kokeessa. 
Kulkeutuminen oli melko samanlaista kuin antipyriinin, jonka tiedetään läpäisevän istukan 
passiivisen diffuusion avulla. Täten voidaan todeta, että äidin verenkierrossa oleva NDMA pystyy 
kulkeutumaan sikiöön istukan lävitse ja voi siten vaikuttaa sikiön terveyteen.
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I KIRJALLINEN OSA 
 
1. JOHDANTO 
 
Nykypäivänä keskustelu haitallisille aineille altistumisesta ja sen merkityksestä ihmisen terveydelle 
on kasvanut. Monet haluavat esimerkiksi ostaa mahdollisimman puhtaasti tuotettua ruokaa, välttää 
lisäaineita tai valmistaa syömänsä ruuan itse alusta asti. Lisäksi tietoisuus tupakansavun 
haitallisuudesta on johtanut tupakoinnin kieltämiseen julkisissa tiloissa. Silti altistumme päivittäin 
joko ruuan mukana tai ympäristöstä tulleille haitallisille aineille, halusimme tai emme. 
 
Altistuminen vieraille aineille alkaa jo kohdussa, sillä raskauden aikana äidin ja sikiön verenkierrot 
ovat yhteydessä toisiinsa istukan kautta (Sadler 2010). Istukka ei pysty eristämään sikiötä äidin 
verenkierrossa kiertäviltä haitallisiltakin aineilta vaan päästää lävitseen esimerkiksi lääkkeitä ja 
ympäristömyrkkyjä. Eristäminen on mahdotonta, koska istukan, jonka kautta sikiö saa happea ja 
ravinteita äidiltä sekä vastaavasti sikiön tuottamat kuona-aineet poistuvat maternaaliverenkiertoon. 
Aineidenvaihto vain kahden solukerroksen läpi tapahtuu pääasiassa diffuusion ja kuljetusproteiinien 
avulla. 
 
Aineiden kulkeutumisen tutkiminen istukan läpi in vivo on hankalaa ja epäeettistä. Äidin tai sikiön 
turvallisuutta ei voisi tällaisen kokeen vuoksi vaarantaa. Siksi on kehitetty tutkimusmenetelmäksi ex 
vivo -istukkaperfuusio (Alakokko ym. 2000). Istukkaperfuusiossa jäljitellään raskaudenaikaisia 
olosuhteita laboratoriossa synnytyksen jälkeen saadulla ihmisistukalla. Toinen vaihtoehto olisi 
tutkia aineiden kulkeutumista eläimillä, mutta koska ihmisen ja eläinten istukoiden anatomia ja 
fysiologia poikkeavat toisistaan melko suuresti, ei tietoa eläinkokeista voi suoraan soveltaa ihmisiin 
(Dancis 1985). 
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Tämän työn tarkoituksena on selvittää dimetyylinitrosoamiinin eli  NDMA:n kulkeutumista istukan 
lävitse. Kyseinen aine kuuluu nitrosoamiini-ryhmään (O’Neill 2006). Sen on todettu olevan 
myrkyllinen ja karsinogeeninen aine eläimillä. Ihmiselle NDMA on luokiteltu mahdollisesti syöpää 
aiheuttavaksi (IARC). Dimetyylinitrosoamiininille altistutaan syötävän ruuan kautta (muodostuu 
säilötyissä eineksissä, kuten juustoissa ja lihassa), tupakansavusta ja jäteveden puhdistuksessa 
vapautuneesta aineksesta, joka joutuu juomaveteen (Lijinsky 1999). Suurimman osan NDMA:sta 
ihminen muodostaa kuitenkin itse, noin 45–75 % sisäisesti mahalaukussa. 
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2. ISTUKKA 
 
2.1. Rakenne ja toiminta 
 
Istukka on noin 800–1000 g painava elin, joka yhdistää äidin ja sikiön verenkierrot toisiinsa 
(Ylikorkala ja Tapanainen 2011). Se jakautuu maternaalipuolelta 15–25:een lohkoon, joita rajaavat 
istukkaseptat (kuva 1). Sikiön puoleinen istukka ei ole septojen rajaama vaan lohkot ovat 
yhteydessä keskenään ja muodostavat tilavuudeltaan noin 150 ml olevan välitilan. Tähän tilaan 
päätyvät istukan puolelta tulevat villukset sekä äidin puolelta tuleva valtimoveri. Äidin valtimoveri 
suihkuaa noin sadasta spiraalivaltimosta huuhdellen villuspuustoa. Spiraalivaltimot ovat 
kohtuvaltimoiden päähaaroja. Välitilasta hapen ja ravinteet luovuttanut maternaalinen veri poistuu 
katokalvon laskimoihin, takaisin äidin verenkiertoon. 
 
Sikiön verenkierto yhdistyy istukkaan kahden napavaltimon välityksellä. Ne haarautuvat istukkaan 
tullessaan yhä pienemmiksi päätyen villuksiin kapillaarisuonina. Villuksista hapettunut ja kuona-
aineista puhdistunut veri kulkee sikiöön takaisin yhtä napalaskimoa pitkin. Sikiön verenkierrosta 
poistuneita aineita ovat muun muassa hiilidioksidi, aineenvaihdunnan lopputuotteet sekä 
ylimääräinen lapsivesi. Välitilan veri vaihtuu 3–4 kertaa minuutissa. 
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Kuva 1: Istukan rakenne (Solunetti 2011) 
 
Istukka tuottaa lisäksi useita hormoneja: koriongonadotropiinia, laktogeenistä hormonia, estradiolia, 
estronia sekä progesteronia. Näillä on suuri merkitys raskauden etenemisessä. 
 
2.2. Aineiden kulkeutuminen istukan läpi 
 
Istukka toimii äidin ja sikiön verenkiertojen välillä porttina, joka sallii tiettyjen aineiden siirtymisen 
molempiin suuntiin (Klaassen 2008). Toisia aineita istukka taas läpäisee huonommin, mikä sikiön 
kannalta on tärkeää, sillä monet aineet saattavat olla sille haitallisia. Siirtyminen riippuu paljolti 
istukan sijainnista, siirtyvän aineen ominaisuuksista ja istukan metabolian nopeudesta. Kuljetus 
tapahtuu passiivisen diffuusion kautta tai aktiivisesti, kuten pinosytoosin, transsytoosin, 
endosytoosin tai erilaisten kantajamolekyylien avulla. Ominaisuuksia, jotka vaikuttavat aineen 
siirtymiseen, ovat esimerkiksi sen rasvaliukoisuus, paino, sitoutuminen proteiineihin sekä 
sähkövaraus. Esimerkiksi lääkkeet tai vierasaineet, jotka muistuttavat rakenteeltaan tärkeitä äidistä 
sikiöön siirtyviä luonnollisia aineita, voivat kulkeutua istukkaan näiden kuljetusmekanismien avulla 
(Ganapathy ym. 2000). 
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3. ANTIPYRIINI 
 
3.1. Ominaisuudet ja kulkeutuminen istukan läpi 
 
Antipyriini eli fenatsoni (kuva 2), C11H12N2O, on analgeetti, jonka moolimassa on 188,23 g/mol 
(O’Neil 2006). Koostumus vaihtelee värittömistä kiteistä valkoiseen jauheeseen. Antipyriini on 
hyvin vesiliukoinen. Sen on osoitettu läpäisevän istukan passiivisella diffuusiolla (Challier ym. 
1985). 
 
Kuva 2: Antipyriinin rakennekaava 
 
3.2. Käyttö merkkiaineena istukkaperfuusioissa 
 
Antipyriini on valittu käytettäväksi istukkaperfuusiossa sen tiedetyn istukanläpäisykyvyn vuoksi. 
Täten, jos perfuusiossa antipyriini on siirtynyt fetaalipuolelle, tiedetään, että perfuusio on ainakin 
tältä osin onnistunut. Lisäksi siirtyneen antipyriinipitoisuuden perusteella voidaan vertailla tuloksia 
eri istukoiden välillä (Vähäkangas ym. 2006). 
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4. NITROSOAMIINIT 
 
4.1. Rakenne ja ominaisuudet 
 
Nitrosoamiinit ovat kemiallisia, vesiliukoisia, yhdisteitä, jotka sisältävät R1N(-R2)-N=O-ryhmän 
(O’Neil 2006). Huoneenlämpötilassa ne ovat keltaisia, hajuttomia nesteitä. Nitrosoamiineja 
muodostuu nitriittien ja amiinien reagoidessa keskenään. Tämä tapahtuma vaatii yleensä happamat 
olosuhteet. Karbonyyliyhdisteiden läsnäollessa reaktio voi kuitenkin tapahtua myös pH:n 7 
alapuolella. Reaktiossa nitriitistä muodostuu typpihapoketta, HNO2, joka hajoaa 
nitrosyylikationiksi, N=O+ ja hydroksyylianioniksi, OH−. Tämän jälkeen nitrosyylikationi reagoi 
amiinin kanssa muodostaen nitrosoamiinin. 
 
Nitrosoamiinien huomattiin olevan haitallisia eläimille suuremmassa mittakaavassa 1960-luvulla, 
jolloin lampaat, joille oli syötetty natriumnitriitillä käsiteltyjä kaloja, kuolivat maksavaurioihin 
(Koppang 1964). Tämä tapaus aiheutti suurta kiinnostusta tätä yhdisteryhmää kohtaan. Onkin 
myöhemmin huomattu, että nitrosoamiinit aiheuttavat eläimillä kasvaimia useissa elimissä, lajista 
riippuen, esimerkiksi maksassa, keuhkoissa ja virtsarakossa. Monet näistä ovat samantyyppisiä kuin 
ihmisillä, mutta on kuitenkin vasta selvityksen alla, voisivatko ihmisten syövät johtua altistuksesta 
nitrosoamiineille ja missä määrin. Esimerkiksi mahasyövällä ja tällä aineryhmällä ei ole osoitettu 
olevan yhteyttä (Jakszyn ym. 2006). On kuitenkin epäilty, että äidin runsas altistuminen nitroso-
yhdisteille raskauden aikana saattaisi lisätä riskiä lapsuudessa ilmeneviin aivokasvaimiin (Dietrich 
ym. 2005). 
 
4.2. Esiintyvyys ja altistuminen 
 
Nitrosoamiineja sisältävät tupakansavu, lateksituotteet, pestisidit, kosmetiikkatuotteet sekä ruoka-
aineet. Ruoka-aineista suurimpia lähteitä ovat pekoni, makkarat, olut, juustot, säilötty liha ja 
savustettu aasialainen kala (Lijinsky 1999). Ruuan kuumentaminen lisää nitrosoamiinipitoisuuksia. 
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Ihminen saakin nitrosoamiineja suurimmaksi osaksi syömänsä ruuan kautta, 75 % ulkopuolelta 
tulevasta altistuksesta (Tricker 1997). Arvioitu määrä on noin 1,10 µmol päivässä, toisen artikkelin 
mukaan noin 1 µg (Scanlan 1983). 
 
Nitrosoamiineja muodostuu kuitenkin myös sisäisesti mahalaukussa, sulatettaessa alkyyliamiineita 
sisältäviä ruokia. Tämä kattaa 45–75 % kokonaisaltistuksesta (Tricker 1997). 
 
4.3. Nitrosodimetyyliamiini 
 
Nitrosodimetyyliamiini eli NDMA (kuva 3) on nitrosoamiineihin kuuluva yhdiste. Sen kemiallinen 
kaava on C2H6N2O ja moolimassa 74,08 g/mol (O’Neil 2006). LD50-rotilla on 34 mg/kg. 
NDMA:ta käytettiin ennen rakettien polttoaineissa, nykyään monipuolisesti teollisuudessa muun 
muassa antioksidanttina, voiteluaineissa liukastimena ja kopolymeerien pehmentimenä. Liiallinen 
altistus saattaa ihmiselle aiheuttaa pahoinvointia, oksentelua, ripulia, päänsärkyä, kuumetta, 
hepatomegaliaa, ikterusta sekä maksan, munuaisten ja keuhkojen toiminnan häiriintymistä. Sen on 
luokiteltu olevan ihmiselle mahdollisesti syöpää aiheuttava (IARC 1978 ja US EPA). 
 
NDMA metaboloituu CYP2E1-entsyymin avulla metyyli-diatsoniumiksi, joka pystyy reagoimaan 
DNA:n kanssa muodostaen N7-metyyliguaniinia ja O-metyyliguaniinia (Kyrtopoulos 1998). Sillä 
on siis kyky muokata ihmisen DNA:ta. 
 
Kuva 3: NDMA:n rakennekaava 
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5. ESIMERKKEJÄ PERFUUSIONÄYTTEIDEN 
ANALYSOINTIMENETELMISTÄ 
 
5.1. HPLC 
 
HPLC eli korkeapainenestekromatografia on analyysimenetelmä, jota käytetään haihtumattomien 
orgaanisten yhdisteiden tutkimuksessa (Harris 2007).  Menetelmän avulla voidaan erotella 
yhdisteitä, tunnistaa niitä tai tehdä kvantitatiivista analyysia. 
 
HPLC-laitteisto (kuva 4) koostuu ajoliuossäiliöistä, pumppukoneistosta, injektorista, kolonnista 
sekä detektorista ja siihen kytketystä tietokoneesta (Analyyttinen kemia -kurssimoniste 2007). 
Pumppu siirtää ajoliuosta kolonnin lävitse tietyllä ajonopeudella. Tutkittava aine viedään HPLC-
laitteistoon injektorilla, jolloin se tulee kosketuksiin ajoliuoksen kanssa. Ajoliuos kulkee injektorin 
läpi ja kuljettaa näytteen kolonniin. Näytekomponenttien erottuminen kolonnissa perustuu niiden 
erilaisiin vuorovaikutuksiin stationäärifaasin ja ajoliuksen eli liikkuvan faasin välillä. Erottuneet 
komponentit voidaan havaita detektorin avulla. 
 
Kuva 4: Kaavakuva HPLC-laitteistosta 
(http://pioneer.netserv.chula.ac.th/~skitipat/hplc/howto.html, mukaellen) 
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Tarkan tuloksen saamiseksi pumpun on kyettävä pumppaamaan ajoliuosta mahdollisimman 
tasaisesti, pulssit saattavat häiritä detektorin toimintaa. Lisäksi pumpun materiaalin on oltava 
sellaista, että se ei reagoi ajoliuoksen kanssa. Pumppu joutuu myös kestämään melko suuria paineita 
ajon aikana. Systeemin paine riippuu käytettävästä kolonnista, sen stationäärifaasin 
partikkelikoosta, kolonnin pituudesta, sisähalkaisijasta, pakkauksen tiiviydestä sekä ajoliuoksen 
koostumuksesta ja virtausnopeudesta. 
 
Hyvän kolonnin tulee pumpun tavoin kestää korkeita paineita, oltava reagoimaton sekä pinnaltaan 
sileä. Lyhyillä kolonneilla päästään nopeaan erotukseen. Pitkä kolonni taas aiheuttaa suuren 
vastapaineen pumpuille. Kolonnin lämmittämisellä saadaan analyysia tarkemmaksi, mutta se 
lyhentaa stationäärifaasin käyttöikää. Yleensä kolonnia käytetään muutamaa astetta huoneenlämpöä 
korkeammassa lämpötilassa. Useasti käytetään esikolonnia suojaamaan itse analyysikolonnia. 
Esikolonni toimii suodattimena poistaen kiinteitä epäpuhtauksia. 
 
Detektorin toiminta perustuu yhdisteiden spektrometrisiin, sähkökemiallisiin tai muihin 
fysikaalisiin ominaisuuksiin. Yksi yleisimmistä nestekromatografiassa käytettävävistä detektoreista 
on ultraviolettisäteilyn absorbanssimittaukseen perustuva detektori. Sitä käytettiin myös tässä 
työssä antipyriini-pitoisuuksien määrittämiseen. Tärkeää tällöin on, että ajoliuos ei merkittävästi 
absorboi UV-säteitä. Detektori tuottaa havaitessaan UV-säteilyä vasteen, sähkövirran, jonka 
tietokone rekisteröi. Tässä tutkimuksessa sähkövirran suuruus oli verrannollinen antipyriinin 
pitoisuuteen. 
 
5.2. Nestetuikelaskenta 
 
Nestetuikelaskenta on menetelmä, jolla yleisimmin mitataan beetasäteilyä, kuten tässäkin työssä 
(Harjula 2003, Ikäheimonen 2002). Lisäksi nestetuikelaskuri pystyy mittaamaan alfahiukkasia, 
gamma- tai röntgensäteilyä, konversio- ja Auger-elektroneja emittoivia aineita sekä Tsarenkov-
säteilyä. Nestetuikelaskennassa mitataan siis tutkittavan aineen radioaktiivisuutta. 
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Nestetuikelaskennan periaatteena on, että tutkittava radioaktiivinen aine ja tuikeaine liuotetaan 
samaan liuottimeen. Tällöin tuikeaineen molekyylit ympäröivät tutkittavan aineen atomit 
kauttaaltaan ja vältytään säteilyn absorptiolta itse näytteeseen. Kun radioaktiivinen aine hajoaa, 
vapautuvat beetahiukkaset törmäävät liuotinmolekyyleihin ja luovuttavat niille energiansa. 
Liuotinmolekyylit luovuttavat energian edelleen eteenpäin, kunnes energia siirtyy tuikeliuoksen 
molekyyleille. Nämä pystyvät vapauttamaan viritysenergiansa valona eli fotoneina. Tutkittavasta 
aineesta vapautuneiden fotonien määrä on verrannollinen sen beetahiukkasten energiaan. 
Esimerkiksi 14C:n maksimienergia on 180 keV ja se vapauttaa keskimäärin 350 fotonia. 
Nestetuikelaskurin valomonistinputki ottaa fotonit vastaan kaseteissa tuikelaskuriin laitetuista 
näytteistä yksi kerrallaan ja valomonistinputken päässä oleva fotokatodi muuttaa ne elektroneiksi. 
Emittoituneet elektronit vahvistetaan mitattaviksi sähköisiksi pulsseiksi valomonistinputken 
dynodeilla. Nestetuikelaskuri sisältää kaksi valomonistinputkea 180 asteen kulmassa toisiinsa 
nähden eli hyödynnetään koinsidenssitekniikkaa. Tällöin rekisteröidään vain samanaikaisesti 
valomonistinputkiin tulleet fotonit koinsidenssiyksikössä ja eliminoidaan lähes kokonaan mittausta 
häiritsevä taustasäteily.  
 
Koinsidenssiyksiköstä sähköiset pulssit menevät monikanava-analysaattoriin, joka laskee pulssit ja 
jaottelee ne eri kanaville riippuen niiden korkeudesta. Esimerkiksi ³H:lla ja 14C:lla beetahiukkasten 
energia on erilainen ja syntyy eri määrä fotoneja. Nämä erotellaan eri kanaville, tietylle kanavalle 
tietyn korkuiset pulssit. Jos tiedetään, minkä aineen aktiivisuutta halutaan tarkastella, otetaan 
huomioon vain sen kanavan pulssimäärä eli CPM (counts per minute). Mitä suurempi määrä 
pulsseja, sitä enemmän näyte sisältää tutkittavaa isotooppia. Isotoopin pitoisuus näytteessä voidaan 
sitten laskea vertaamalla laskentataajuutta tunnetun standardinäytteen laskentataajuuteen, joka on 
mitattu täysin samoissa oloissa. 
 
Nestetuikelaskentaa häiritsevä ilmiö on vaimennus. Se tarkoittaa, että joko beetahiukkasen energia 
absorboituu näytteessä jo ennen kuin se aiheuttaa tuikeaineen virittymisen tai vastaavasti 
tuikeaineen emittoima fotoni absorboituu liuokseen. Fysikaalisessa vaimennuksessa beetahiukkanen 
ei kohtaa tuikeneste-molekyyliä. Kemiallisessa vaimennuksessa taas energian siirto liuottimelle ja 
tuikeaineelle ei ole täysimittaista. Värivaimennuksessa fotonit imeytyvät liuoksen väriaineisiin. 
Lisäksi nestetuikelaskentaa häiritsee taustasäteily, jota vähennetään tehokkaasti 
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koinsidenssitekniikalla ja esimerkiksi lyijysuojilla sekä alentamalla valomonistinputkien jännitettä. 
Luminesenssi-ilmiössä fotonin vapautumisen aiheuttaa jokin muu kuin radioaktiivisen aineen 
hajoaminen, esimerkiksi UV-valo. Tätä voidaan vähentää säilyttämällä näytteitä pimeässä tilassa. 
Myös staattinen sähkö voi tuottaa satunnaisia pulsseja, häiriötä voidaan välttää 
näytteenkäsittelyhuoneen ilmankosteuden pitämistä riittävällä tasolla. 
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II KOKEELLINEN OSA 
 
6. TYÖN TARKOITUS 
 
Tässä työssä tutkittiin nitrosodimetyyliamiinin kulkeutumista istukan läpi 
istukkaperfuusiomenetelmällä-ex vivo. 
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7. MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
7.1. Käytetyt kemikaalit 
 
Taulukossa 1 on ilmoitettu työssä käytetyt kemikaalit ja niiden valmistajat. 
Taulukko 1: Käytetyt kemikaalit ja niiden valmistajat 
aine valmistaja 
NaCl J.T Baker, Deventer, Hollanti 
CaCl2 Merck, Darmstadt, Saksa 
KH2PO4 Merck, Darmstadt, Saksa 
KCl Merck, Darmstadt, Saksa 
NaHCO3 Riedel de Haën, Seelze, Saksa 
MgSO4 Riedel de Haën, Seelze, Saksa 
hepariini Leo Pharma, Malmö, Ruotsi 
humaani albumiini SPR, Helsinki, Suomi 
dextraani Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat 
natriumpyruvaatti BioWhittaker, Yhdysvallat 
nonessentiellit aminohapot BioWhittaker, Yhdysvallat 
L-glutamiini GibCo, Paisley, Iso-Britannia 
penisilliini-streptomysiini 25 U/ml Cambrex, Verviers, Belgia 
soluviljelyliuospohja Cambrex,Verviers, Belgia 
Antipyriini, puhtaus > 98 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat 
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5-porsenttinen CO2 Oy Woikoski Ab, Suomi 
5-prosenttinen N2 Oy Woikoski Ab, Suomi 
ei-radioaktiivinen NDMA, puhtaus > 99 % Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Yhdysvallat 
formaliini Oy FF-Chemicals Ab, Haukipudas, Suomi 
Dinit-suihke Oy Leiras Ab, Helsinki, Suomi 
metanoli J.T. Bakerilta, Deventer, Hollanti 
Asetonitriili J.T. Bakerilta, Deventer, Hollanti 
radioaktiivinen NDMA, puhtaus > 98 %, 
spesifinen aktiivisuus 54 mCi/mmol 
Moravek Biochemicals, Brea, Kalifornia, 
Yhdysvallat 
Milli-Q-vesi Millford, Massachusetts, Yhdysvallat 
Tuikeliuos HiSafe 3 PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, 
Yhdysvallat 
 
7.2 Liuosten valmistus 
 
Esiperfuusionesteen valmistamista varten tehtiin suolaliuoskonsentraatteja (taulukko 1). Kiinteät 
aineet punnittiin vaa’alla (AB265-S/Fact, Mettler Toledo, Greifensee, Sveitsi) ja liuotettiin pieneen 
määrään vettä. Liuokset sekoitettiin magneettisekoittajalla (Mini-M, Janke & Kunkel, Staufen, 
Saksa), kaadettiin mittapulloihin ja täydennettiin vedellä haluttuun tilavuuteen. Tämän jälkeen ne 
suodatettiin suodattimella (22 µm) kukin omaan säilytyspulloonsa. Valmista esiperfuusionestettä 
voitiin käyttää niin kauan kuin sitä riitti tai kunnes silmillä erotettavaa sakkaa ei ollut havaittavissa. 
 
Esiperfuusioneste eli Krebs-Ringerin fosfaattipuskuriliuos, KRB, valmistettiin liuottamalla 1,68 g 
NaHCO3 noin 600 millilitraan vettä. Tämän jälkeen liuosta kuplitettiin karbogeenilla (95 % O2:a, 5 
% CO2:a, AGA) 15 minuutin ajan. Sitten liuokseen lisättiin erikseen valmistettuja 
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suolaliuoskonsentraatteja (Taulukko 2) ja täydennettiin tilavuudeksi 800 millilitraa tislatulla 
vedellä. 
 
Taulukko 2: Esiperfuusionesteen valmistamiseen käytetyt liuokset ja lopullinen konsentraatio 
aine konsentraatio lisätty määrä lopullinen 
konsentraatio 
NaCl 138,4 mg/ml 40 ml 6,92 mg/ml 
KCl 35 mg/ml 8 ml 0,35 mg/ml 
KH2PO4 16 mg/ml 8 ml 0,16 mg/ml 
MgSO4 29 mg/ml 8 ml 0,29 mg/ml 
CaCl2 37 mg/ml 8 ml 0,37 mg/ml 
hepariini 5000 IU/ml 4 ml 25 IU/ml 
. 
Esiperfuusionestettä otettiin 80 ml mukaan synnytyslaitokselle ja loput kaadettiin tippapulloon 
odottamaan. Hepariinia lisättiin liuokseen estämään hyytymien muodostumista istukan verisuonissa 
synnytyksen jälkeen.  
 
Varsinainen perfuusioneste valmistettiin lisäämällä soluviljelyliuospohjaan taulukossa 3 ilmoitetut 
aineet. Ennen hepariinin ja albumiinin lisäystä liuosta kuplitettiin karbogeenillä 15 minuutin ajan 
pH:n muuttamiseksi fysiologiseksi eli pH 7,4. Liuos sekoitettiin hyvin ja se jaettiin fetaali- ja 
maternaalipuolten nestevarastoihin, 120 ml fetaalipuolelle ja 250 ml maternaalipuolelle. 
 
Taulukko 3: Perfuusionesteen valmistamiseen käytetyt aineet 
aine konsentraatio lisätty määrä lopullinen 
konsentraatio 
RPMI 1640 medium - 400 ml - 
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L-glutamaatti 29,2 mg/ml 4 ml 0,29 mg/ml 
penisilliini-
streptomysiini 
10000 IU/10000 IU 4 ml 100 IU/ml/100 IU/ml 
natriumpyruvaatti 100 mmol/l 4 ml 1 mmol/l 
nonessentiellit 
aminohapot 
- 4 ml - 
dekstraani - 0,8 g 2 mg/ml 
hepariini 5000 IU/ml 2 ml 25 IU/ml 
albumiini 200 mg/ml 4 ml 2 mg/ml 
 
7.3. Istukkaperfuusio 
 
7.3.1. Menetelmä 
 
Istukan kaksoisperfuusiomenetelmä on alkujaan Panigelin ja Schneiderin ryhmän (1972) sekä 
Millerin ryhmän (1989) edelleen kehittämä. Tässä työssä käytetyn perfuusiolaitteiston (kuva 5) on 
edellisten pohjalta muokannut Vähäkankaan työryhmä (Pienimäki ym. 1995, Myllynen ym. 2003). 
Tehdyt perfuusiot olivat kestoltaan neljä tuntia. Tutkimuksessa käytetyt istukat saatiin Kuopion 
yliopistollisesta sairaalasta, äitien kirjallisella luvalla. Ehtona oli, että äiti oli terve eikä tupakoinut, 
lisäksi ehtona oli raskauden täysiaikaisuus ja komplikaatioitta sujuminen. Istukan tuli olla 
rakenteellisesti ehjä; ei suuria traumoja ja kalvot hyvin kiinni. 
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Kuva 5: Kaavakuva istukkaperfuusiolaitteiston rakenteesta (Ala-Kokko ym. 2000) 
 
Synnytysosastolla istukan kaikkiin kolmeen napasuoneen ruiskutettiin esiperfuusionestettä 20 ml. 
Tämän tuli tapahtua enintään 10 minuuttia istukan syntymisen jälkeen, että kudos oli elävää. Sitten 
istukka kuljettiin perfuusionesteessä perfuusiolaboratorioon. 
 
Synnytysosastolta tullessa valmisteltiin perfuusiolaitteisto. Letkut täytettiin perfuusionesteellä. 
Perfuusionesteitä lämmittävä nestekierto laitettiin päälle. Lisäksi tarkistettiin kaasuletkut, jotka 
hapettivat äidin ja sikiön puolta. Äidin nestevarastoon johdettiin lääketieteellistä karbogeeniä, 5 % 
CO2+95 % O2 ja sikiön nestevarastoon 5-prosenttista CO2 ja 95-prosenttista N2. 
 
Laboratoriossa istukasta kanyloitiin (Vygon, Ranska) perifeerinen suonipari: valtimo ja laskimo, 
jotka suonittivat samaa aluetta. Valtimokanyyli yhdistettiin tippapulloon, jossa oli 
22 
 
 
esiperfuusionestettä. Jos neste virtasi esteettömästi 20 gtt eli yli 1 ml ja alkoi näkyä vaaleampi alue 
istukkakudoksessa, valmisteluja jatkettiin. Istukasta leikattiin riittävän kokoinen pala ja kiinnitettiin 
se kammioon, maternaalipuoli ylöspäin, parafilmin ja sideharson avulla. Kammion ruuvit 
kiristettiin. Jos tämän jälkeen virtaus pysyi edelleen hyvänä, istukka siirrettiin laitteistoon. 
Irtileikatusta osasta otettiin näytteet formaliiniin ja nestetyppeen. 
 
Istukkakammio asetettiin laitteistoon, hauteeseen (Ecoline), sikiöpuoli alaspäin. Sikiöpuolen 
verenkierto yhdistettiin valtimokanyyliin. Laskimokanyyli laitettiin sikiöpuolen nestereservuaariin. 
Äidin kierto liitettiin istukkaan upottamalla metallikanyylit istukan vaaleampaan alueeseen. Ensin 
äidin puoleisesta kierrosta valutettiin 50 ml perfuusionestettä ulos, punasolujen poistamiseksi. 
Tämän jälkeen kierrot yhdistettiin, siirtämällä äidin puolen poistoletku maternaalireservuaariin. 
Pumput (WatsonMarlow) pitivät koko ajan äidin puolella virtausnopeuden 9 ml/h ja sikiön puolella 
3 ml/h. Istukalle annettiin vähintään 30 minuuttia aikaa toipua hypoksiasta ennen tutkittavien 
aineiden lisäystä. Koko perfuusion ajan tarkkailtiin istukan perfuusiopainetta (World Precision 
Inst.). Lisäksi alussa perfuusionesteestä ja lopussa erikseen fetaali- ja maternaalipuolilta mitattiin 
glukoosipitoisuudet. Lopuksi perfusoitunut alue leikattiin irti, punnittiin ja laitettiin muovipussiin. 
Biopsia pikajäädytettiin nestetypessä ja vietiin pakastimeen -80 asteeseen. 
 
7.3.2. Tutkittavien aineiden annostelu 
 
Antipyriiniä lisättiin jokaiseen perfuusioon 20 mg. Esimerkiksi ensimmäisessä kokeessa 
antipyriiniä punnittiin 21,0 mg, liuotettiin se 210 µl:aan perfuusionestettä ja pipetoitiin tästä 200 µl. 
Tämä lisättiin maternaalireservuaariin. 
 
Olin mukana tekemässä kuutta perfuusiota. Viidessä näistä  lisätyn NDMA:n loppukonsentraatio oli 
5 µM ja yhdessä 1 µM. 5-molaarinen liuos valmistettiin mittaamalla kylmää eli ei-radioaktiivista 
NDMA:a 68 µl ja tähän pipetoitiin 25 µl aktiivista ainetta. 1-molaarinen liuos valmistettiin 
liuottamalla kylmää 50 µl 450 µl perfuusionestettä. Edellistä otettiin 112 µl ja lisättiin siihen 25 µl 
kuumaa ainetta. Tutkittava seos lisättiin kummassakin tapauksessa maternaalipuolen 
nestekammioon. 
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7.3.3. Näytteiden otto 
 
Ennen tutkittavien aineiden lisäystä, otettiin 1 ml:n nollanäytteet erikseen sikiön ja äidin 
reservuaareista eppendorf-putkiin. Samalla otettiin myös 0,3 ml:n astrup-näytteet maternaalivenasta 
ja –arteriasta sekä sikiön puolelta. Näistä mitattiin verikaasuanalysaattorilla (Nova Biomedical) pH 
ja hiilidioksidin osapaine. Edellä mainittuja näytteitä otettiin istukkaperfuusiokaavakkeen 
mukaisesti myös heti tutkittavien aineiden lisäyksen jälkeen sekä 30 min, 1 h, 1,5 h, 2 h, 3 h ja 4 h 
kuluttua aineiden lisäyksestä. Samalla kirjattiin ylös fetaalireservuaarin volyymi. 
 
Otetuista näytteistä pipetoitiin (Biohit) 100 µl uusin eppendorf-putkiin ja näihin lisättiin 
tuikeliuosta. Nämä varastoitiin pimeään komeroon odottamaan NDMA-pitoisuuden analysointia 
tuikelaskimella. 
 
Eppendorf-putkiin jäänyt 900 µl vietiin sentrifugiin (Biofuge 17 RS, Heraeus, Saksa) 15 minuutiksi, 
kierrokset 12 000 rpm. Täten saatiin punasolut saostumaan pohjalle. Supernatantti pipetoitiin uusin 
putkiin ja laitettiin säilöön pakastimeen -20 asteeseen. Näistä analysoitiin myöhemmin 
antipyriinipitoisuuksia HPLC-menetelmällä. 
 
7.4. Näytteiden analysointi 
 
7.4.1. Antipyriini 
 
Perfuusioissa käytettiin referenssiaineena antipyriiniä, sen kulkeutuminen istukan läpi tiedetään 
olevan hyvä. Otetuista näytteistä sen pitoisuudet määritettiin HPLC-menetelmällä, joka oli jo 
aiemmin muokattu tähän tarkoitukseen (Myllynen ym. 2003). 
Analyysia varten aiemmin kerätyt näytteet sulatettiin. Kukin näyte käsiteltiin seuraavalla tavalla. 
Ensin näytteestä pipetoitiin 100 µl uuteen putkeen ja tähän lisättiin 100 µl metanolia. Sitten näyte 
vorteksoitiin (Vortex Genie, Scientific Industries Inc.) ja fuugattiin 15 min 12 000 rpm. 
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Supernatantti siirrettiin toiseen eppendorf-putkeen ja siihen lisättiin asetonitriiliä 180 µl sekä 
vorteksoitiin ja fuugattiin uudelleen. Syntynyt supernatantti siirrettiin jälleen uuteen putkeen ja tästä 
pipetoitiin 100 µl HPLC-putkeen. 
 
Käytetty HPLC-laitteisto oli Shimadzu 20A VP, ohjelmana Class-Vp. Kolonni oli Supelco C-14 2.5 
x 250 mm; 5µm. Liikkuvana faasina käytettiin edellisenä päivänä valmistettua ajoliuosta, 20 mM 
KH2PO4 70 %, ACN 30 %. Tämä tehtiin punnitsemalla 2,17 g KH2PO4 ja liuottamalla se 700 ml 
vettä. Seos suodatettiin ja siihen lisättiin 300 ml asetonitriiliä. Ennen ajoa seosta kuplitettiin 
heliumilla 15 min. Injektoitujen näytteiden tilavuudet olivat 10 µl. Ajonopeudeksi säädettiin 1 
ml/min, UV-detektorin aallonpituudeksi 255 nm. Kolonnin lämpötila oli 40 °C. 
 
Antipyriinipitoisuuden määrittämiseksi valmistettiin standardinäytteet perfuusionesteeseen 
pitoisuuksilla 5, 10, 20, 40, 80, 120 ja 150 µg/ml. 
 
7.4.2. Nitrosodimetyyliamiini 
 
NDMA-pitoisuudet analysoitiin näytteistä nestetuikelaskennalla. Tiedetyn spesifisen aktiivisuuden 
perusteella pystyttiin laskemaan NDMA:n kokonaispitoisuudet. Jokaista laskentaa varten 
valmistettiin referenssinäyte; pipetoitiin 5 µl 3H-NDMA:ta Eppendorf-putkeen ja lisätiin tähän 445 
µl perfuusionestettä. Tätä seosta otettiin 100 µl ja pipetoitiin siihen 900 µl tuikeliuosta. Käytetty 
tuikelaskin oli 1450 MicroBeta Trilux (Wallac, PerkinElmer). 
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8. TULOKSET 
 
8.1. Onnistuneen perfuusion kriteerit 
 
Hyväksyttävästi sujuneen istukkaperfuusiokokeen täytyi täyttää seraavat ehdot: perfuusionesteen 
hävikki sikiön puolelta äidin puolelle < 3ml/h, istukan tuli kuluttaa glukoosia, tasainen 
perfuusiopaine sekä antipyriinin siirtyminen fetaalikiertoon. 
 
Työhön sisältyi kuusi perfuusiota, joiden jokaisen kesto oli neljä tuntia. 5 µM:n NDMA-
konsentraatiolla tehdyistä viidestä kokeesta neljä onnistui. Yhdessä nestehävikki oli yli 3 ml/h, 
joten se hylättiin. Perfuusio, johon lisättiin 1 µM NDMA-konsentraatio onnistui myös ja siinä olin 
mukana harjoituksen vuoksi. 
 
8.2. Laskut 
 
Siirtymisprosentti on laskettu kaavalla 100 x Fc x Fv/[(Fc x Fv) + (Mc x Mv)], jossa Fc on 
fetaalikonsentraatio, Fc fetaalivolyymi ja vastaavasti Mc maternaalikonsentraatio ja Mv 
maternaalivolyymi. Siirtymisindeksi laskettiin jakamalla NDMA:n siirtymisprosentti antipyriinin 
siirtymisprosentilla tasapainotilanteessa. 
 
8.3. Antipyriinin kulkeutuminen istukan läpi 
 
Antipyriini kulkeutui istukan läpi jokaisessa perfuusiossa, pitoisuuskäyrien välillä ei ollut 
todettavissa merkittäviä eroavaisuuksia (kuva 6). Antipyriiniä oli mitattavissa jo ensimmäisessä 
näytteessä, 0,5 tunnin kohdalla. Tasapainotilaan päästiin, kun perfuusion kesto oli noin 3 tuntia. 
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Kuva 6: Antipyriinipitoisuudet NDMA-perfuusioissa eri ajan hetkinä (NDMA 5 µM) 
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8.4. Nitrosodimetyyliamiinin kulkeutuminen istukan läpi 
 
Nitrosodimetyyliamiini kulkeutui istukan läpi hyvin (kuva 7). Sitä voitiin määrittää jo 
ensimmäisistä näytteistä, kuten antipyriiniäkin. Tasapaino saavutettiin noin kahden tunnin kohdalla. 
Huomion arvoista oli, että epäonnistuneessa kokeessa pitoisuus fetaalipuolella jäi selvästi 
pienemmäksi kuin onnistuneissa perfuusioissa (kuva 8). 
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Kuva 7: NDMA-pitoisuudet eri ajan hetkinä (NDMA 5 µM) 
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Kuva 8: NDMA-pitoisuus eri ajan hetkinä epäonnistuneessa kokeessa (NDMA 5 µM) 
 
Kuvan 9 perusteella voidaan todeta, että NDMA:n ja antipyriinin siirtyminen sikiön puolelle 
prosenteissa ilmaistuna oli perfuusioissa hyvin samankaltaista.  
 
Kuva 9: NDMA:n ja antipyriinin siirtymisprosentit (NDMA 5 µM) 
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9. POHDINTA 
 
Tutkimuksessa selvisi, että dimetyylinitrosoamiini läpäisee istukan hyvin samankaltaisesti kuin 
antipyriini verrattaessa siirtymisprosentteja äidin verenkierrosta sikiön verenkiertoon. Voidaan siis 
ajatella, että NDMA siirtyy istukan lävitse passiivisella diffuusiolla kuten antipyriini. 
Siirtymismekanismeja voi tämän lisäksi olla toki muitakin. Tässä työssä tutkittavan aineen 
konsentraatio oli 5 µM, yhtä harjoitusperfuusiota lukuun ottamatta. NDMA:n siirtymistä 
pitoisuudella 1 µM on myös tutkittu ja todettu, että suuremmalla pitoisuudella ainetta päätyy 
hieman enemmän sikiön verenkiertoon suhteutettuna määrään äidin verenkierrossa (Annola ym. 
2009). Ero oli kuitenkin hyvin pieni. 
 
Tiedetään, että aineen siirtymiseen istukan läpi vaikuttavat sen kemialliset ominaisuudet ja rakenne 
(Klaassen 2008). Mielenkiintoista on, miten verenkierrossa olevat muut aineet vaikuttavat tietyn 
aineen siirtymiseen. Tutkimusasetelmia olisi useita. NDMA:n kohdalla on tutkittu alkoholin 
vaikutusta sen kulkeutumiseen äidistä sikiöön (Veid ym. 2011). Tuloksena oli, että alkoholilla ei 
ollut vaikutusta NDMA:n siirtymiseen. Alkoholin käyttö raskauden aikana ei siis näyttäisi lisäävän 
sikiön NDMA-altistusta loppuraskaudessa. 
 
Annolan ja kumppaneiden työryhmän tutkimuksessa 2009 oli lisäksi selvitetty NDMA:n aktiivisen 
metaboliitin, metyylidiatsoniumin sitoutumista istukan DNA:han. Metaboliitti muodostuu CYP2E1-
entsyymin avulla (Kyrtopoulos 1998).  Neljän tunnin perfuusioiden jälkeen tätä ei löytynyt 
perfusoituneesta istukkakudoksesta. Johtopäätöksenä oli, että NDMA ei muutu reaktiiviseksi 
perfusoidussa istukassa. 
 
Työssä käytetty istukkaperfuusio on menetelmänä tärkeä. Sillä pystytään mallintamaan istukan 
kautta yhteydessä olevia sikiön ja äidin verenkiertoja fysiologisia olosuhteita simuloivassa 
tilanteessa laboratoriossa. Tutkiminen in vivo ei olisi eettisesti mahdollista, koska se vaarantaisi 
äidin ja sikiön terveyden. Vaikka istukkaperfuusioden tekeminen on vaativaa ajankäytön ja 
työvoiman määrän suhteen, on sillä saatujen tulosten osoitettu olevan melko vertailukelpoisia eri 
laboratorioiden kesken (Myllynen ym. 2010). Tulevaisuudessa ollaankin varmasti kehittämässä 
standardeja istukkaperfuusiokokeelle, jotta eri tutkimusryhmien saamat tulokset olisivat vielä 
vertailukelpoisempia keskenään. 
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Tämän työn perusteella voidaan siis todeta, että NDMA pystyy kulkeutumaan istukan lävitse sikiön 
verenkiertoon ja se pääsee täten vaikuttamaan sikiöön. Aineen toksisen luonteen ja 
karsinogeenisyyden vuoksi tämä saattaa olla sikiön terveydelle vaarallista vaikkakin päivittäisen 
saannin ruuasta on arvioitu olevan paljon pienempi kuin kokeessa käytetty, 1 µg vs. 75 µg (Scanlan 
1983). Huomattavaa on kuitenkin, että kokonaisaltistus muodostuu myös sisäisesti syntyvästä 
NDMA:sta sekä muista nitrosoamiini-ryhmän yhdisteistä (Lijinsky 1999). Keskimääräistä altistusta 
kasvattaa myös runsaasti NDMA:ta sisältävien ruoka-aineiden syönti sekä äidin mahdollinen 
tupakointi. Vaikka mitään raja-arvoja saannille ei tämän tutkimuksen perusteella pystytäkään 
asettamaan, voidaan silti todeta, että ylenmääräistä nitrosoamiini-altistusta raskauden aikana on 
syytä välttää. 
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